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摘  要 
采用酸抽提、离子交换、凝胶柱层析等方法，从新生小公牛脑内分离提取到
新生牛脑活性肽 NBBP-1，处理人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细胞，观察鉴定 NBBP-1
对人神经母细胞瘤细胞的生物学效应，并初步探索其对神经母细胞瘤 SK-N-SH
细胞的作用机理。 
实验结果表明，NBBP-1 能有效抑制 SK-N-SH 细胞增殖活动，其细胞生长
抑制率达 88.84％。流式细胞仪检测 SK-N-SH 细胞经 NBBP-1 处理后，亚 G1 期




免疫细胞化学观察显示，NBBP-1 处理后的 SK-N-SH 细胞，与细胞凋亡相关的
癌基因 bcl-2 表达下调，抑癌基因 p53、fas、bax 等表达上调。 
研究结果表明，新生牛脑活性肽 NBBP-1 能有效抑制人神经母细胞瘤
SK-N-SH 细胞恶性增殖活动，经 NBBP-1 处理细胞出现 DNA 降解和亚 G1期细
胞凋亡峰及典型细胞凋亡形态与超微结构特征变化，从而对人神经母细胞瘤
SK-N-SH 细胞凋亡具有显著的诱导作用。NBBP-1 对 SK-N-SH 细胞的诱导与其
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ABSTRACT 
In this study, we used NBBP-1, a group of peptides which isolated from acid 
extracts of neonatal bovine brain, through a CM Sepharose CL-6B column to treat the 
Human neuroblastoma SK-NH-SH cells. We investigated the biological effects and 
the antitumor mechanisms of NBBP-1 by the methods of cell biology, immune 
biology, biochemistry and molecular biology.  
The results revealed that the proliferation of SK-N-SH cells were inhibited 
apparently after being treated with 60 μg/mL NBBP-1, the growth of cells were 
inhibited, the cell mitotic index was declined obviously, the cell cycle came into 
apoptosis. Light microscopy, transmission electron microscopy showed that SK-N-SH 
cells, which induced with NBBP-1, had lost their original malignant phenotype which 
were different from those of untreated cells but were similar to those of normal 
apoptotic cells: the cells, including cell shrinkage, nuclear condensation, compaction 
and margination of nuclear chromation, and formation apoptotic bodies. Flow 
cytometry analysis showed NBBP-1 could induce the emergence of the peak of 
apoptosis. Immunocytochemistry revealed that the expression of Wtp53, Bax, Fas 
were upregulated significatntly while the products of Bcl-2 proteins were 
downregulated significantly in the cells treated with NBBP-1.  
Taken together, the results of the current study showed that NBBP-1 could 
effectively inhibit the proliferation of the human neuroblastoma SK-N-SH cells, 
induce DNA-damage, sub-G0/G1 cells and classic apoptosis morpholigical and 
ultrastructural characteristics. All of this showed NBBP-1 could induce the emergence 
of the phase of apoptosis. Therefore it indicated that NBBP-1 has an obvious 
apoptosis inducing effect on the human neuroblastoma cells by regulating the 
expression of oncogenes and tumor suppressors genes such as bcl-2, wtp53, fas and 
bax genes. 











































































改变和生物化学改变。至今，已发现有 14 种 Caspase，依据结构和功能的不同可
分为 3 组，其中细胞凋亡的起始 Caspase---caspase2 ， -8 ， -9 和效应




























等。其他与细胞凋亡有关的基因还包括 ICE、TGF-β1 基因、Fas/APO-1 、TNF
基因、RP-2 基因、RP-8 基因、 PD-1 基因等。目前认为 Bcl-2 家族、Caspase
家族与细胞凋亡密切相关，共同调节细胞的凋亡。其中 Bcl-2 家族由抑制凋亡因
子—Bcl-2、Bcl-xL、Bcl-w、Mcl-1 和 A1 等和促进凋亡因子—Bax、Bcl-Xs、Bak、
Bad、Bik、Bid、Hrk 和 Bim 等组成。抑制凋亡因子与促进凋亡因子可形成同源
或异源性二聚体，通过蛋白－蛋白之间的相互作用，激活或抑制 Caspase 的活性，
调节细胞的凋亡[9]。研究表明：当细胞内 Bax 高表达，则细胞对死亡信号敏感，
加速细胞凋亡；当 Bcl-2 高表达，它可与 Bax 形成异源性二聚体，抑制细胞凋
亡。所以 Bcl-2/Bax 的比例对决定细胞凋亡的敏感性起重要作用，抑制凋亡因
子、促进凋亡因子的总比率可 终决定细胞的生存或死亡[10]。p53 是一种抑癌
基因，其生物学功能是在 G1 期监视 DNA 的完整性。如有损伤，则抑制细胞增
殖直到 DNA 修复完成。如果 DNA 不能被修复，则诱导其调亡。在凋亡信号传
导途径中，p53 虽不直接参与诱导凋亡，但可通过对 bax 和 bcl-2 基因表达的调
控，特别是对 bax 表达的上调，改变 Bcl-/Bax 比例，促进细胞凋亡。在多数肿瘤
细胞中 p53 基因发生突变，从而失去了其原有的功能。Rb 基因是与细胞周期调
节密切相关的一种抑癌基因，主要是通过 p16ink4a/ Rb 途径以磷酸化的形式对细
胞周期 G1→S 进行负调节。NF-кB 可通过激活 Bcl-2 家族中抑制凋亡基因而抑制
由 TNFα引起的凋亡，其主要通过阻止细胞色素 C 从线粒体释放，进而起到抗凋
亡作用；同时 NF-кB 在基因和蛋白水平控制了 TRAF1/2 和 c-AP1/2 的表达，从
而抑制了 Caspase-8 的活化，阻断了死亡受体凋亡信号的传导[11-16]。 
细胞凋亡的相关信号通路，目前研究比较清楚了有以下三条，它们通过相互
交联一起引起细胞凋亡。 
1、由 FasL/TNF 介导死亡受体信号通路。它通过在细胞表面贴死亡标签 Fas， 
Fas 具有三个半胱氨酸丰富的膜外区和一个称为死亡结构域（Death domain，DD）
胞内区，CD95 的配体 CD95L 是 TNF 家族的一员，当 CD95L 或其他配体与 CD95
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DD 区结合，而后 FADD 的 N 端 DED 区（death effector domain）就能与 Caspase2，
8，10 酶原结合，组成死亡诱导信号复合物，引起 Caspase 蛋白家族级联反应，
促进细胞凋亡。 
2、由 Apaf 介导的凋亡的线粒体信号通路。凋亡细胞中，上游活化的 Caspase
引起线粒体 PT（Permeability transition）孔的打开，导致线粒体的跨膜电位下降，
同时细胞色素 C 被释放到胞质中、细胞色素 C 在胞质中可以与 Apaf 1 组成 Apaf
复合体并激活 Caspase-9，后者再激活 Caspase-3，引起一序列 Caspase 蛋白家族
级联反应，共同作用降解多种胞内蛋白，包括结构蛋白、信号蛋白、转录调控蛋
白、周期蛋白引起凋亡，Bcl-2 家族的两个主要凋亡成员：Bax、Bak 都作用于线
粒体，而 Bcl-2 则对线粒体细胞色素 C 的释放有抑制作用。 
3、Ras 及 NF-кB 介导的抗凋亡信号途径。PI3-K 是一种重要的细胞信号蛋
白，是 Ras 的效应子之一，可为 Ras 所活化。PI3-K 含有一个 P85 的调节亚基和
一个 P110 的催化亚基，它催化磷脂酰肌醇 PI（4，5）磷酸化生成 PI（3，4，5）。
这一反应的产物能活化 Akt（即蛋白磷酸激酶 B），活化的 Akt 能使 Caspase9 酶
原磷酸化，使其不能参与 Caspase3 的活化。此外，活化的 Akt 还能使 Bad 磷酸
化，从而使其失去阻断 Bcl-2 的功能。NF-кB 是一种调节基因转录的核因子。
NF-кB 的活化能阻止处于 Caspase 级联反应顶端的 Caspase8 的活化，从而抑制细
胞的凋亡。进一步的研究还发现，NF-кB 的靶基因为 TRAF1（TNFR 结合因子
1），TRAF2，IAP（凋亡抑制蛋白）。这些蛋白的协同作用，抑制了 Caspase-8
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